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L RIASSUNTO 



E' descritto un acido nucleico comprendente almeno un frammento del gene FACL4 umano 
o la proteina FACL4 o porzioni funzionali di essa per uso diagnostico o terapeutico 
di sindromi collegate al Ritardo Mentale. Sono descritti anche opportuni kit 
diagnostic! • 
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DESCRIZIONE 

a corredo di una domanda di brevetto per invenzione industriale a titolo: 
"Mezzi diagnostici e terapeutici per la Sindrome da Ritardo Mentale 
legata al cromosoma X" 

a noma: UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI SIENA 
Inventorl: llaria Melon! e Alessandra Renieri 

* * * 

La presents invenzione conceme mezzi diagnostici e terapeutici 
per la sindrome da Ritardo Mentale legata al cromosoma X. 

II ritardo mentale legato al cromosoma X (XLMR) 6 una 
condlzione ereditaria in cui I'incapacita di sviluppare funzioni cognitive e 
dovuta a mutazioni di un gene sul cromosoma X. In un recente 
aggiornamento della casistica di XLMR sono stati raggmppati 136 casi 
di MR "sindromico" o "specifico" (MRXS) e 66 casi di MR "non specifico" 
(MRX) (1). Solo in 9 del 66 casi di MRX 6 stato identificato il gene 
responsabile (1). Risulta pertanto evidente I'esigenza di identificare altri 
geni specifici responsabili per il ritardo mentale, sia a fini diagnostici che 
terapeutici. 

La recente scoperta della delezione di geni contigul nella 
sindrome ATS-MR (sindrome di Alport e ritardo mentale) ha indotto a 
identificare la regione Xq22.3 come contenente un gene per il ritardo 
mentale (2). 

Gli autori dell'invenzione hanno effettuato un'analisi 
comparative dell'estensione della delezione tra pazienti affetti da ATS- 
MR e pazienti con solo ATS che ha portato gli autori dell'invenzione a 



restringere la regione potenzialmente critica per il ritardo mentale ad 
una di circa 380 kb, contenente almeno quattro genl. Gli autori hanno 
ora identificato tre mutazioni puntiformi, due missenso e una che induce 
una modifica del site di "splicing", nel gene FACL4 in tre famiglie con 
ritardo mentale non speclfico. Un'analisi dell'attivita enzimatica di linee 
cellular! linfoblastoldi dei tre pazienti ha dimostrato una riduzione 
marcata dell'attivita rispetto alle cellule normali, dimostrando che tutte e 
tre le mutazioni sono distruttive. Tutte le femmine portatrici con 
mutazioni puntiformi del gene FACL4 o con delezioni genomiche 
mostrano un'inattivazione del cromosoma X completamente sbilanciata, 
suggerendo un ruolo del gene nel conferimento di un vantaggio 
selettivo. FACL4 e il decimo gene mutato associate a MRX (1) e il primo 
che sia coinvolto nel metabolismo degli acidi grassi. 

Forma pertanto oggetto della presente invenzione una molecola " 
di acido nucleico comprendente almeno un frammento del gene FACL4 
umano che codifica per una porzione funzionale della proteina FACL4 
per uso diagnostico di sindromi collegate al Ritardo Mentale. 

E' ulteriore oggetto dell' invenzione una molecola di acido 
nucleico comprendente almeno un frammento del gen© FACL4 umano 
che codifica per una porzione funzionale della proteina FACL4 per uso 
terapeutico di sindromi collegate al Ritardo Mentale. 

Rientra nell'ambito dell'invenzione un metodo per evidenziare in 
un soggetto almeno una mutazione nel gene codificante per la proteina 
FACL4 umana, localizzato sul cromosoma X, comprendente le fasi di: 



a) prelevare un campione contenente una quantita sufficiente 
di DNA da detto soggetto o in grado di essere riprodotto in 
coltura; 

b) isolare il DNA da detto campione; 

c) sottoporre detto DNA ad amplificazione esponenziale 
utiltzzando come coppia di inneschi per la reazlone di 
amplificazione almeno due oligonucleotidi in grado di 
amplificare almeno un frammento del gene FACL4 umano, 
in cui detto frammento codifica per una porzione funzionale 
della proteina FAGL4; 

d) evidenziare in almeno un frammento amplificato eventuali 
mutazioni rispetto ad un controllo da soggetto normale. 

Preferibilmente la fase di amplificazione esponenziale del DNA 
viene effettuata utilizzando coppie di inneschi per la reazione di ' 
amplificazione in grado di amplificare tutta la porzione codiflcante del 
gene FACL4 umano. Piii preferibilmente la fase di amplificazione 
esponenziale del DNA per amplificare tutta la porzione codificate del 
gene FACL4 umano comprende I'uso deile seguenti coppie di inneschi: 
Esone 3: 5' GTGAGCACATTTAGCTTAAG 3', 

5' ATCAATTGTGCTATCAACTTG 3'; 
Esoni 3 e 4: 5' CTTCTTCAGCACAATAAGGC 3'. 

5' GCATACTTAAAACGCACTCG 3'; 
Esone 5: 5' CCGCTCATAGCTTCTGTATG 3', 

5' AACAATTCTCACATGCAAGC 3'; 
Esoni 6 e 7: 5' AGACTGACTTCAATAATATCC 3', 



5' TCATTTGTTTCCCTAACCTAC 3'; 
Esone 8: 5' ATTGATAGCTTATCGTTATGC 3', 

5' AATGCTGAACATGAACTCTG 3'; 
Esone 9: 5' ATGATAAAGCTCTTGGTATTTC 3', 

5' TGCAGCATCATACGATCATG 3*; 
Esone 1 0: 5' AATTCCAAGTGTAACTTCTG 3', 
5' TAAAAGGTCCAAGTACGATC 3'; 
Esone 11: 5' ACTGTCTCCATTCCTTTCAG 3', 

5' ACCTTATGATCATGGTGGTG 3'; 
Esone 12: 5' GAGGAATCTTTCCCAGAGe 3', 

5' ATTAGTAGCAGCTGATACAG 3'; 
Esone 13: 5' TATTCCCAGTGCATTGGTAC 3', 
5' GAAAGTCATAAAGCTGACAG 3'; 
Esone 14: 5* CTAATGTTCTCTCATAAAGTG 3'. 

5* GAACTAATGGAACCATCAAC 3'; 
Esone 1 5: 5' CAGTCAGAATTGCATATACC 3'. 

5' AAGAGAAGACTATGTTACCC 3'; 
Esone 1 6: 5' TTGGAATTATCTGTACTGTAC 3', 
5' AGCCTAATGCAAAAGACATC 3'; 
Esone 1 7: 5' ACTCCTTTCTCGTCTCTTTC 3'. 

5' TAGAGGTTGAAAACCACCAG 3'. 
In una forma preferita di attuazione, la fase di evidenziare in 
almeno un frammento ampliflcato eventual! mutazioni rispetto ad un 
controllo da soggetto normale avviene per sequenza diretta o per 
metodica SSCP. 
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Costituisce ulteriore oggetto dell'invenzione un kit diagnostico 
per sindromi collegate al Ritardo Mentals per attuare il metodo descritlo 
sopra comprendente: 

a) almeno una coppia di oligonudeotidi innesco per la reazione 
di amplificazione esponenziale dl almeno un frammento del 
gene FACL4 umano, in cui detto frammento codifica per una 
porzione flinzionale della proteina FACL4; 

b) un DNA dl controllo da soggetlo non affetto da Ritardo 
Mentale legato al cromosoma X. 

Preferibilmente le coppie di oligonudeotidi innesco per la 
reazione di amplificazione sono in grado di amplificare tutta la regione 

codlflcante del gene FACL4. 

Costituisce ulteriore oggetto dell'invenzione la proteina FACL4 
o porzione funzionale di essa per uso diagnostico di sindromi collegate 

al Ritardo Mentale, 

Costituisce ulteriore oggetto dell'invenzione la proteina FACL4 
o porzione funzionale di essa per uso terapeutico di sindromi collegate 

al Ritardo Mentale. 

Rientra nell'ambito dell'invenzione un metodo per la 
determinazione deil'attivit^ enzimatica della proteina FACL4 in un 
campione biologico comprendente le fasi di: 

a) prelevare il campione biologico da un soggetto, in cui il 
campione 6 compreso nel gruppo di: fluidi blologid, cellule 
iinfoblastoidi lisate; 



b) incubare il campione in opportune miscela di reazione 
comprendente acido arachidonicx); 

c) rivelare la produzione eventuate di arachidonii-CoA. 

In una forma preferita la rivelazione di arachldonil-CoA awierie 
a mezzo di utilizzo di acido arachidonico marcato, altemativamente con 
metodiche cromatografice, come HPLC, o spettrofotometriche. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione un kit diagnostico per 
sindromi collegate al Ritardo Mentale per attuare il metodo descritto 
sopra comprendente: 

- Tampone di lisi, con eventualmente opportuni inibitori di proteasi e/o 
agenti riducenti; 

- Coenzima A e Adenosine 5'trifosfato (ATP); 

- Acido arachidonico freddo e acido arachidonico marcato con ^"^C. 

L'invenzione verra era descritta in riferimento a sue forme di " 
attuazione esplicative ma non limitative, facendo riferimento alls 
seguenti figure: 

Fig. 1 Cromatoarammi delle seouenze mutate 

a) Mutazione nell'esone 16 del probando T22 della famiglia MRX63. b) 
Mutazione nell'introne 10 del probando P55. I cromatogrammi si 
riferiscono all'elica antisenso. Al di sopra del cromatogramma sono 
riportati sia il cambio nucleotidico che amminoacidico. Le basi 
intrpniche sono indicate in lettere minuscole. Wt = sequenza wild 
type; m= sequenza mutata. 
Fig. 2 Analisi della seareaazione . 
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E' mostrata unianalisi di SSCP con apparato GenePhor (Pharmacia- 
Biotech). Gli alberi genealogid sono illustrati a! di sopra delle linee. Una 
freccia indica il proposito di ciascuna famiglia. 1 numeri al di sotto dei 
simboli indicano la percentuale di inattivazione dell'X. C= Controllo. II 
punto interrogative nell' albero genealogico superiore, vicino la femmina 
113, si riferisce all'Incerto fenotipo di questa femmina: il suo attuale 
basso IQ potrebbe derivare, almeno in parte, da una diversa patologia 
che associa ritardo mentale e atassia (Tabella 1). Una punta di freccia 
indica il conformomero mutato. 

a) Prodotto di PGR dell'esone 15 dalla famiglia MRX63. Gli 
inneschi usati sono: 5'CAGTCAGAATTGCATATACC3' e 
S'AAGAGAAGACTATGTTACCCS'. 

b) Prodotto di PGR dell'esone 11 e delle sequenze introniche 
fiancheggianti dalla famiglia del probando P55. Gli inneschi usati sono: 
S-AGyGyGTCGATTCGTlTGAGS' e S'AGGTTATGATGATGGTGGTGS*. 
Fig. 3 Rappresentazione schematica della oroteina FACL4 (a) e 
comparazione dei motivi caratterizzanti le Acil GoenzimaA sintetasi 
rFAGS) (b). 

a) II peptide N-terminale neuro-spec'rfico (ellisse) § seguito dai due 
domini della luciferasi (LR1 e LR2) contenenti il dominio di legame 
all'AMP (riquadro a slrisce) e il motive caratterlzzante le FAGS (riquadro 
grigio), rispettivamente. 

b) Le sequenze normali e mutanti sono allineate con la sequenza 
consenso (lunga 25 aminoacidi) dei FAGS. L'amminoacido mutato nella 
famiglia MRX63 e evidenziato in grigio. I tre amminoacidi la cui 
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sostituzione causa la perdita di attivitS enzimatica nella acil Co-A ^ 
Sintetasi di E. Coli sono messi in riquadro (9). 
Fig. 4 RT-PCR sul probando P55 . 

a) Sequenza normale intomo alia giunzione introne 10-esone 11. 
Notare il sito criptico di splicing. Una freccia indica il sito di mutazione. 

b) Gel di poliacrilammide al 6% del prodotto di RT-PCR daU'esone 10 
all'esone 12. II prodotto di RT-PCR atteso di 290 bp § slittato a 318 bp p 
neir RNA mutato. c= controllo; p= paziente. c) RNA nonnale e mutante. g 
Gli amminoacidi sono indicati al di sotto dei nudeotidi. Nell'RNA mutato g. 
si trova un codone di stop (TAA, indicate in grassetto) dopo sei codoni ^ 
anomiali derivanti da sequenze introniche. ^ 
Fig 5 Attivlta deli'arachidonil CoA sintet asi dei mutant! e dei controlli. ^ 
Saggi per I'attivita deli'arachidonil CoA sintetasi su lisati di cellule intere 

di 3 controlli normali (C1-C3), dei pazienti P55 e T22, del paziente ATS- ' 
MR e di sua madre (femmina portatrice con delezione genomica). I 
grafici mostrano Tattivit^ media da saggi effettuati in tripllcato. I risultati 
sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti. La valutazione 
statistica tra i gruppi e state fatta con il test di Student (p = 0.001). 
Fig. 6 Espressione di FACL4 neiriPDOcamPQ e nel cervelletto umano. 
Colorazione con immunoperossidasi (marrone chiaro). Contro- 
colorazione con ematossilina di Mayer (violetto). 
a) Sezlone di ippocampo (x640). Cellule del giro dentato (a sinistra, 
ingrandite in c) e cellule Piramidali (a destra. ingrandite in d) che 
mostrano una forte immunoreattivit^ citoplasmatica. 
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b) Sezione cerebellare (x640). Reattlvita delle cellule di Purkinje e delle 
cellule dello strato granuiare; nello strato molecolare si notano cellule 
sparse immunoreattive e processi allungati debolmente reattivi (parte 
distale del dendriti delle cellule di Purkinje) (punta dl freccia). 

c) Ingrandimento maggiore del giro dentate (x 1500). 

d) Cellule piramidall deirippocampo con una dense colorazione 
citoplasmatica (x 1 500). I nuclei non reattivi sono chiaramente delineati 
da un anello piu dense (indicate con una punta di freccia). 

e) Ingrandimento maggiore della stessa regione di sezione cerebellare 
in b (x 1500) che mostra la colorazione citoplasmatica continue dal 
soma fino ai dendriti delle cellule di Purkinje (punta di freccia). II nucleo 
e circondato da un sotttle anello intensamente reattivo. 

Metodi . 

Valutazione fisica e psicometrica della famiaiia MRX63 

Un accurate e complete esame fisico e state eseguito sui 
pazienti II, 12, 112, 113, 114, 1111, 1112, 1113, 1114, IV1. Non § state possibile 
esaminare alcun maschio sane. La valutazione psicometrica § stata 
effettuata in nove soggetti di questa famiglia inclusi due maschi affetti 
(12, 112) e sette femmine (portatrici: II, 113, 114, 1111, 1112 e omozigoti 
normali: 1113, 1114). La "Columbia Mental Maturity Scale" (18) e stata 
usata per la determinazione deir IQ. Inoltre, specifiche capacity sono 
state attribuite con test appropriati, come il linguaggio espressivo (19), 
la memoria verbale (Digit Span delle McCarthy Scales for Children's 
Abilities (MSCA) (20), la memoria spaziale (21) e la strutturazione 
spazio-visiva (Copying geometrical shapes, MSCA). Sono state valutate 




anche alcune funzioni esecutive, come la fluenza verbale (MSCA), la 
selettivltS vislva (22) e la resistenza agll impuisi (Luria's Test). II ritardo 
mentale e stato diagnosticato in presenza di tutti i seguenti criterl: 
capacity Intellettlve significativamente al dl sotto della media (IQ </=70) 
(ciiterio A), significative limltazioni nelle funzioni di adattamento (criterio 
B) e insorgenza prima del 18esimo anno di eta (criterio C) (23). La 
femmina 1114 aveva un IQ basso (56), ma non soddisfaceva gli altri 
criteri e conseguentemente non e stata considerata "affetta". 11 soggetto 
IV1, un bambino, non § stato esaminato dal neuropsicologo, ma 
precedenti valutazioni indicavano un ritardo mentale da grave a 
moderate, con un IQ di 37 (Brunet-Lezine). 
Isolamento dell' RNA e RT-PCR 

E' stata usata la procedure con TRIZOL (Life Technologies) per 
I'lsolamento dl RNA da linfoblasti trasformati con EBV del probando P55 
e di individui di controllo. La sintesi del cDNA e stata effettuata in un 
volume di reazione di 20^1 con RNA totale (1-2|jg), InneschI specifici 
(5'ATGAATCGGTGTGTCTGAGG3-, 

5'ATCCCATGGAGATGTTCTGTC3') (IpM dascuno), dNTP (2mM), 
inibitori deli' RNAsI (5U) e MMLV-RT (25U) (Advanced Biotechnologies 
LTD, Epsom, UK). Gli Inneschi e I'RNA sono stati pre-lncubati a 70"C 
per 5 min, e poi sono stati aggiunti gli altri reagenti e la reazione 6 stata 
incubata a 42'*C per 60 min e a 75°C per 10 min. I cDNA sono stati 
amplificati con inneschi 

sull'esone 10 (5'GGAAGCAAAGGAACTGTAC3') e 
sull'esone 12 (5' ATGAATCGGTGTGTCTGAGG 3'). 
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Analisi muta ^i""a'e dei pazienti 

Sono state esaminate per sequenza diretta 12 famiglle correlate 
a larghe regioni del cromosoma X comprendenti Xq22.3 (da Xq21 a 
Xq263. raccolte dall'European XLMR Consortium: 3 provenienti da 
Nijmegen (N9. N32. N50). 3 da Parigi (P4. P14. P15). 5 da Tours (T11. 
T18 = MRX66. T19. T22 = MRX63. T40) e 1 da Leuven (L17). II 
sequenziamento diretto 6 slato effettuato in entrambe !e direzioni con il 
kit "Big dye terminator cycle sequencing" (Applied Biosystems) con un 
ABI 310 Automated Sequencer e le sequenze sono state analizzate con 

11 software Genescan. Sono state inoltre analizzate 107 famiglle la cui 
ereditariet^ X-legata era stata stabilita in base all'analisi dell' albero 
genealogico. 45 provenienti da Nijmegen. 41 da Parigi. 9 da Leuven 6 

12 da Berlino. In tutte le famiglle erano state escluse altre cause di MR 
(fenotipo nomiale. valori neurologici nomnali. cariotlpo nomnale, valori 
metabolici nonriali. esclusione di FRAXA per studi molecolari con 
FMR1). Erano tutte classificate come altamente suggestive di una 
ereditarieta X-legata sulla base della presenza di almeno due maschi 
affetti e di trasmissione materna. Inoltre i pazienti di tutte le famlglie 
sono stati esaminati da membri del consorao XLMR. In queste 107 
famiglie I'analisi 6 stata effettuata con la tecnica del SSCP (Single 
Strand Conformation Polymorphism) (29). Per questa tecnica I prodotti 
di PGR degll esoni codificanti di FACL4 (da 3 a 17) vengono denaturati 
e sottoposti ad elettroforesi su un gel di poliacrilammlde al 6% o su 
gradiente 6^^2.5% (GeneGelExcel Kit Pharmacia); il DNA viene 
successivamente evidenziato con colorazione argentica. La tecnica si 
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basa sul principio che un'alterazione nella sequenza nucleotidica causa 
una migrazione alterata del DNA a singolo filamento. che risulta quindi 
avere un pattern diverse rispetto al DNA non alterato. Successivamente 
sono state inoltre esaminate per sequenza diretta altre 4 famiglfe 
provenienti da Leuven: due con una diagnosi di ritardo mentale non 
specifico X-legato (L22 e L46) e due con diagnosi di paraplegia spastica 
X-legata (L49 e L56). Per tutte e quattro era stata stabilita una 
correlazione ad ampie regioni del cromosoma X comprendenti Xq22.3 
(da Xp11.4 a Xq26.1). Gli esoni codlficanti di FACL4 (da 3 a 17). 
comprendenti entrambi i codoni di inizio altemativi localizzati sugli esoni 
3 e 4 (5). sono stati amplificati con inneschi specifici. Gli- inneschi sono i 
seguenti: 

Esone 3: 5' GTGAGCACATTTAGCTTAAG 3' 

5' ATCAATTGTGCTATCAACTTG 3' 
Esoni 3 e 4: 5' CTTCTTCAGCACAATAAGGC 3' 
5' GCATACTTAAAACGCACTCG 3' 
Esone 5: 5' CCGCTCATAGCTTCTGTATG 3' 

5' AACAATTCTCACATGCAAGC 3' 
Esoni 6 e 7: 5' AGACTGACTTCAATAATATCC 3' 
5' TCATTTGTTTCCCTAAGCTAC 3' 
Esone 8: 5' ATTGATAGCTTATCGTTATGC 3' 

5* AATGCTGAACATGAACTCTG 3' 
Esone 9: 5' ATGATAAAGCTCTTGGTAITTC 3' 

5* TGCAGCATCATACGATCATG 3* 
Esone 10: 5' AATTCCAAGTGTAACTTCTG 3' 
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5' TAAAAGGTCCAAGTACGATC 3" 
Esone 11: 5' ACTGTCTCCATTCCTTTCAG 3' 

5' ACCTTATGATCATGGTGGTG 3' 
Esone 12: 5' GAGGAATCTTTCCCAGAGC 3' 
5' ATTAGTAGCAGCTGATACAG 3' 
Esone 13: 5' TATTCCCAGTGCATTGGTAC 3' 
5' GAAAGTCATAAAGCTGACAG 3' 
Esone 14: 5' CTAATGTTCTCTCATAAAGTG 3' 

5' GAACTAATGGAACCATCAAC 3' 
Esone 15: 5' CAGTCAGAATTGCATATACC 3' 

5' AAGAGAAGACTATGTTACCC 3' 
Esone 16: 5' TTGGAATTATCTGTACTGTAC 3' 

5' AGCCTAATGCAAAAGACATC 3' 
Esone 17: 5' ACTCCTTTCTCGTCTCTTTC 3' 

5' TAGAGGTTGAAAACCACCAG 3' 
Analisi deirinattivazione dell'X 

Per valutare lo stato di inattivazione dell'X nella madre del 
probando P55, 6 stato usato II saggio descritto da Pegoraro et al. (24), 
con il quale si saggia lo stato di metilazione del repeat polimorfico GAG 
nel gene del recettore degli androgeni, usando renzima di restrizione 
metilazione-sensibile Hpall. I prodotti di PGR del DNA digerlto e non 
digerito sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di pollacrilammide al 
6% seguita da colorazione con argento. L'intensit^ delle bande e stata 
misurata con il programma Diversity Database (Biorad) e I valori ottenuti 
sono stati conretti per I'amplificazione preferenziale di un allele (24). 
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Saaaio deH'attivit^ di FACL4 su cellu lft linfoblastoidi 

Per saggiare I'attivita di FACL4 su llsati di cellule intere § stato 
usato il saggio descritto da Malhotra et al. (28). In breve, I'attivita 
enzimatica e stata determinata misurando la formazione di {1-^*C)- 
arachidonil-CoA da acido arachidonico marcato con l-^'^C. I lisati 
cellulari di 10^ cellule linfoblastoidi sono stati incubati per 20 min in 0.15 
ml di una miscela di reazione contenente 15 |jmol TRIS/HCI, pH 8.0, 1 
jjmol ATP, 100 nmol CoA, 750 nmol ditiotritolo, 3 \imo\ MgCIa e 40 pl di 
una soluzlone di 50 mM NaHC03, 7.5 mM Triton X-100. 10 nmol acido 
arachidonico e 2x10^ d.p.m. acido arachidonico marcato. La reazione § 
stata bloccata con 2.25 ml propan-2-olo:eptano.:acido solforico 2 M 
(40:10:1), seguito da 1.5 ml eptano e 1 ml acqua con agitazione 
vigorosa. Dopo la centrifugazione (5 min a 2000 g) la fase superiore e 
stata rimossa, e la fase acquosa lavata tre volte con 2 ml di eptano. La ' 
radioattivita nelle fasi superiori (eptano) e inferiori (acquoso) e stata 
determinata per lettura con un p-counter (Beckman). 
Anticoroo anti-FACL4 

Un anticorpo policlonale anti-FACL4 d stato ottenuto in conigllo 
con il peptide sintetico "KAKPTSDKPGSPYRS". corrispondente ad un 
frammento ammino-terminale ad elica, altamente immunogenico; della 
proteina FACL4 umana. L'anticorpo 6 stato purificato per affinity e usato 
come anticorpo primario (diluizione 1:2000). In un saggio di 
immunoblotting questo anticorpo riconosce una proteina delle 
dimension! attese assente nel fegato. Poich§ tutti i membri della 
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famiglia FACL, ad esclusione di FACL4, sono espressi nel fegato 
questo saggio prova la specificity deiranticorpo per FACL4 . 
Colorazione immunoistochlmica 

E stata effettuata una colorazione con immunoperossidasi su 
sezioni in paraffina di ippocampo e cervelletto di soggetti aduiti normali 
(ottenute dal Servizio di Patologia dell'Universlta di Siena). Le sezioni, 
spesse 5 pm, sono state deparaffinate e reidratate. II blocco della 
perossidasi endogena § stato ottenuto per incubazlone in 3% H2OJ 
metanolo per 10 min.; le seaoni sono state pre-incubate in 1.5% 
BSA/PBS per 1 ora RT; I'incubazione in anti-FACL4 1:200 in PBS-BSA 
d stata effettuata per tutta la notte a 4''C. L'anticorpo secondario 
coniugato con HRP (SIGMA-ALDRICH), diluito 1:200 in PBS-BSA, h 
stato incubato per 1h RT. li 3,3-diaminobenzidina tetraidrocloruro 
(SIGMA-ALDRICH) h stato usato come cromogeno; le sezioni sono • 
state controcolorate con ematossilina di Mayer, deidratate e montate 
con Histomount. I vetrini di controllo negativo sono stati ottenuti 
omettendo l'anticorpo primario. I vetrini sono stati osservati e fotografati 
ad un microscopio ottico DM Leitz. 
Risultati 

Gli autori hanno gi^ descritto una sindrome complessa con 
delezione di geni contigui caratterizzata da sindrome di Alport, Ipoplasia 
medlofaciale. Ritardo mentale e Ellissocitosi (AMME, OMIM # 300194) 
dovuta ad una delezione di 2 Mb in Xc|22.3 (2.6). Dopo I'identificazione 
della prima famiglia, gli autori hanno identificato una seconda famiglia 
con una delezione piu piccola di circa 1 Mb che presentava sindrome di 
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Alport (ATS) e ritardo mentale, proponendo la denominazione ATS-MR 
(sindrome di Alport e Ritardo Mentale). Questa sindrome si aggiunge 
alia sindrome ATS-DL (sindrome di Alport e Leiomiomatosi diffusa). In 
entrambe le sindromi § coinvolto il gene C0L4A5, responsabile per 
ATS. ma mentre ATS-DL si estende centromericamente. ATS-MR si 
estende telomericamente rispetto al gene del collagene. Un'analisi 
comparative dell'estensione della delezione tra i pazienti affetti da 
sindrome ATS-MR e quelli affetti da ATS isolate ha penmesso agli autori 
di limltare la regione critica per il ritardo mentale a circa 380 Kb. Questa 
regione contiene quattro geni: FACL4, KCNE5, NXT2 e GUCY2F. 

Gil autori hanno effettuato un'analisi di mutazione in questi 
quattro geni in pazienti con ritardo mentale Isolate. Un'analisi per 
sequenziamento diretto § stata effettuata in 12 pazienti provenienti da 
famiglie non correlate nelle quail segregava un ritardo mentale non . 
specifico, collegato a regioni del cromosoma X comprensive della 
regione Xq22.3 (da Xq21 a Xq26) (7,8). In un paziente, T22, e stata 
trovata una mutazione puntiforme, c.1585 OA, nell'esone 15 del gene 
FACL4, codificante per I'acil-CoA sintetasi di tipo 4 per gli acidi grassi a 
catena lunga (Fig. 1a). Per detemiinare la frequenza di mutazioni nel 
gene FACL4 nel ritardo mentale legato al cromosoma X. Tanalisi di 
mutazioni e stata successivamente estesa ad ulteriori 107 pazienti 
maschi non correlati affetti da XLMR. In un paziente, P55. 6 stata 
trovata una mutazione nel sito 3' di splicing dell'introne 10 di FACL4 
(c.1003-2A>G) (Fig. 1b). Tutte e due le mutazioni sono assenti in 300 
controlli normal! (600 cromosomi). 




il paziente T22 appartiene ad una famiglia gia riportata come 
MRX63. II locus MRX in questa famiglia era stato mappato tra DXS990 
e DXS1227 (Xq21.33-Xq27.1) con un Zmax/thetaO di 2.14 a DXS1001 
(8). I maschi affettl mostravano un deficit mentale non-specifico, non- 
progressive senza attacchi epilettici, da moderato a grave (Tabella 1). 
Nelle femmine portatrici sono state osservate capacity cognitive molto 
variabili, da un ritardo mentale moderato ad una intelligenza normale 
(12, 114, 1111, tutte IQ > 75). I maschi affetti e le femmine portatrici 
mental mente ritardate mostravano un particolare fenotipo cognitivo, non 
riscontrato ne in portatrici non ritardate, ne in una femmina non 
portatrice con un basso IQ (56) ma con un buon adattamento sociale 
(III4). Questo profile cognitivo e caratterizzato da (i) difficolta di 
strutturazione spazio-visiva e (ii) deficit delle funzioni esecutive con una 
debole facilita di parola, un'impulsivita motoria e un deficit 
dell'attenzione selettiva. Uesame neurologico era normale, 
evidenziando solo riflessi leggermente alterati (Tabella 1). Inoltre la 
femmina portatrice 113, con deficit mentale moderato, rivelava, a seguito 
di esami clinici ripetuti, delle caratteristiche neurologiche die 
suggerivano una progressiva degenerazione cerebellare non osservata 
nei parenti, a prescindere dal loro stato di portatori. Una MRI mostrava 
una sostanziale atrofia cerebellare. Particolari caratteristiche osservate 
in aicuni maschi affetti o in femmine portatrici, cosi come in alcuni 
parenti sani, comprendevano ptosi unilateral (1112, 1114), apice nasale 
marcato (12, 112, 113, 1111, 1114) e anse digitali (12, 113, 114, 1111, 1112, 1114). II 
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peso e il volume dei testicoli era normals nei maschi affetti. cosi come 
la morfologia facciale, delle man! e dei piedl. 

II paziente P55 appartlene ad una piccola famiglia mal 
pubblicata. I tre maschi affetti sono di 10. 7 e 5 anni. In tutti e tre i casi 
la gravidanza e il parto erano stati normali, cosi come lo sviluppo 
motoric. I ragazzi non presentano caratteristiche dismorfiche. 
Precocemente era stato notato un significativo ritardo nel parlare. che 
era peggiorato col tempo: il fratello piu giovane 6 al momento in grado 
di dire poche parole, il fratello maggiore ha comindato I'associazione di 
due parole all'eta di 6 anni. L'esame neurologico era normale in tutti e 
non vi erano fenomeni di epilessia. La determinazione deir IQ era stata 
tentata, ma senza successo a causa del grave ritardo nella parola e 
delle difficolt^ a comprendere le istruzioni. II ritardo mentale era stato 
stimato come grave. Nel flratello piCi giovane i primi segni erano stati • 
rilevati a 18 mesi con un ritardo a parlare. Alia stessa eta era stata 
osservata una iperattivit^. La MRI era nomiale. Ad un recente esame 
clinico il paziente presenta iperattivit^, perdita di attenzione. e 
incapaclta a concentrarsi. Questi problemi di comportamento sono 
assenti nei due fratelli affetti. La madre sembra normale. ma nessuna 
stima accurate del suo IQ e stata effettuata. 

In entrambe le famiglie le mutazioni co-segregano con la 
malattia (Fig. 2a e 2b). La mutazione C.15850A della famiglia MRX63 
porta alia sostituzione dell'arginina 529 (R570 della isoforma cerebrate) 
con una serina. aH'intemo del motive di 25 residui caratterizzante le acil- 
CoA sintetasi (FACS), comune alte FACS sia eucariotiche che 




procariotiche. L'arginina 529 corrisponde all'arginina 23 del consenso 
(Fig. 3). Una mutagenesi sito-specifica deH'acil-CoA sintetasi di E. Coli 
ha dimostrato che la sostituzione dell'arginina corrispondente (arginina 
453) abolisce completamente I'attlvita enzimatica (9). La mutazlorie 
c.1003-2A>G Identificata nel paziente P55 rivela un sito di splicing 
criptico localizzato 28 bp a monte del sito di splicing corretto (Fig.4a). 
L'mRNA mutato contiene 28 nucleotidi aggiuntivi tra Tesone 10 e 
I'esone 11 con un codone di stop "in-frame" (Fig. 4b,c). Ci6 produce una 
proteina prematuramente troncata e con 6 amminoacidi non con-etti 
dopo la prolina 334. La proteina dovrebbe mancare del secondo 
dominio per la luciferasi (LR2), contenente il dominio catalitico con il 
dominio caratterizzante le FACS. 

Tutte le sei femmine portatrici della famiglia MRX63 mostravano 
una inattivazione dell'X completamente sbilanciata nei leucociti (8). In ' 
maniera simile, tre femmine portatrici su tre appartenenti a due diverse 
famiglie ATS-MR mostravano una inattivazione dell'X completamente 
sbilanciata nei leucociti (3). Gli autori hanno testato anche la madre 
portatrice del paziente P55. ottenendo gli stessi risultati. In tutti i casi 
informativi I'inattivazione sbilanciata dell'X e a favore dell'X nonnale. La 
scoperta di un'inattivazione dell'X completamente sbilanciata nelle due 
famiglie con mutazioni puntifomii di FACL4 qui descritte suggerisce 
fortemente che lo stesso gene che causa MR conferisce anche un 
vantaggio selettivo nei leucociti. Ci6 § in accordo con il ruolo anti- 
apoptotico di FACL4 (10). Lo stato di inattivazione dell'X saggiato nel 
sangue non § con-elato con lo stato clinico delle femmine poiche 
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almeno una portatrice e affetta nella famiglia MRX63. Questo risultato 
non § completamente inatteso. Vi sono sempre maggiori evidenze che il 
fenotipo neurocognitivo non § ben correlato con I'inattivazione dell'X 
saggiata nel sangue (si veda, per es. la sindrome di Rett; 11,12). Una 
splegazione di ci6 potrebbe essere che I'inattivazione dell'X 6 misurata 
nel sangue. e lo stato potrebbe essere diverse nel cervello o potrebbe 
essere stato diverse in un memento critico dello sviluppo. 

Le acil-CoA sintetasi sono una famiglia di enzimi che 
catalizzano la formazione dell'acil-CoA da acidi grassi, ATP e coenzima 
A. Poiche FACL4 § espresso nei linfociti (5), gli autori hanno saggiato 
ratUvit^ enzimatica su linee cellulari linfoblastoidi dei probandi T22 e 
P55. di un maschio affetlo dl una famiglia ATS-MR (#850) e di controlH 
normali. Poich§ FACL4 ha un'alta preferenza di substrate per Tacido 
arachidonico, gli autori hanno utilizzato questo addo grasso come 
substrate. II saggio enzimatico 6 stato effettuato su un lisato cellulare. 
includendo anche il lisato cellulare di una femmina portatrice con la 
delezione genomica. Come atteso. le cellule linfoblastoidi mostravano 
un'attivitS normale, a causa deirinattivazione completamente sbilanciata 
dell'X. 

Successivamente sono state analizzate per sequenza diretta 
altre 4 famiglie: due con una diagnosi di ritardo mentale non specifico 
X-legato (L22 e L46) e due con diagnosi di paraplegia spastica X-legata 
(L49 e L56). In uno dei 4 pazienti. L46. § state individuate una 
mutazione puntiforme. c.1001 OT. neir esone 10 di FACL4. II paziente 
L46 appartiene ad una famiglia gia riportata come MRX68 (XLMR 




Genes Update Web Site: http://xlmr.interfree.it/XLMRyTab5.html). II 
locus MRX in questa famiglia era state mappato tra DXS8020 e 
DXS1220 (Xq21.33-Xq23). La mutazione c.1001C>T porta alia 
sostituzione della proline 334 con una leucine aH'interno del primo 
dominio luciferasico (LR1) della proteina. La proline 334 e conservata in 
tutte le proteine FACL umane e murine note. La mutazione segrega con 
la malattia nella famiglia e non e state trovata in 50 controlli normali 
(100 cromosomi). L'analisi deH'attivita enzimatica effettuata su cellule 
linfoblastoidi del paziente ha evidenziato anche in questo case una 
drammatica riduzione dell'attivit^ rispetto ai controlli, dimostrando che la 
mutazione riscontrata e patogenetlca. Anche in questa famiglia le 
femmine portatrici presentano uno sbilanciamento completd 
deirinattivazione del cromosoma X. 

Neiruomo sono state identificate cinque forme di FACL. FACL4 • 
codifica per una proteina di 670 amminoacidi espressa in diversi tessuti 
ad eccezlone del fegato, il tessuto principale di azione sia di FACL1 che 
di FACL2 (5). Nel cervello codifica un trascritto piu lungo, risultante da 
uno splicing altemativo che produce una isoforma specifica per il 
cervello contenente 41 amminoacidi N-terminali idrofobici aggiuntivi 
(Numeri di accesso in GenBank: Y12777 per la forma ubiqultaria e 
Y13058 per la forma cervello-specifica) (5). La localizzazione putative 
prevista dal programme PSORT varia del citosol (0,45 di probability), 
alia membrane del reticolo endoplasmatico (0,82 di probabilita). se i 41 
amminoacidi sono aggiunti alia proteina. 



23 



Per determinare il pattern di espressione della proteina FACL4 
normale e attribuirle una localizzazione subcellulare, gli autori hanno 
effettuato esperimenti di immunoistochlmica su cervello umano adulto 
usando un anticorpo policlonale per un peptide sintetico. FACL4 § 
espresso ad alt! livelli nel cervello umano, specialmente nel cervelletto e 
nell'ippocampo, con una distribuzione molto simile a quella ottenuta nel 
topo (13) (Fig.6). Le cellule dello strato piramidale deH'ippocampo 
mostrano una forte colorazione citoplasmatica del soma; anche il sottile 
anello citoplasmatico delle cellule granulari del giro dentate e reattivo. 
Una forte colorazione citoplasmatica e evidente anche nel soma delle 
cellule di Purkinje e granulari del cervelletto. Anche la regione 
prossimale dendritica delle cellule di Purkinje h immunoreattiva. 1 
risultati mostrano che FACL4 6 espresso in maniera specifica nei 
neuroni, essendo le cellule gliali completamente negative. All'intemo del 
neuroni. la localizzazione e nel soma e nella regione prossimale dei 
dendriti. La proteina sembra ampiamente diffusa nel citoplasma (i nuclei 
sono sempre negativi) con un accumulo presso la membrane nucleare. 
Questa particolare distribuzione potrebbe essere dovuta alia presenza 
dei 41 aminoacidi N-terminali che localizzano I'enzima nella membrane 

nucleare estema. 

Un possibile meccanismo per il quale la ridotta produzione di 
arachidonil-CoA provochi ritardo mentals potrebbe essere con-elato al 
suo ruolo nella trasduzione del segnale tramite la regolazione dei flussi 
ionici, per es. di ioni Ca2+. Nel muscolo scheletrico, la ridotta azione sul 
rilascio del Ca2+ da parte del canale di rilascio del Ca2+ sensibile alia 
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rianodina nei tubuli longitudinali e nelle cisteme terminali del reticolo 
sarcoplasmaticxj. potrebbe essere responsabile dell'ipotonia neonatale 
e infantile comune ai maschi affetti da ATS-MR e ai masclii della 
famiglia MRX63 (14). Un meccanismo alternative potrebbe essere 
correlate all'apoptosi (10). La sovra-espressione di FACL4 in cellule 
EcR293 protegge dairapoptosi indotta da acido arachidonico. 
D'altronde, I'inibizione dell'attivita di FACL4 promuove I'apoptosi indotta 
da acido arachidonico (10). L'assenza nelle linee gemiinali di una 
funzionalita di FACL4 potrebbe portare ad una precoce apoptosi nei 
neuroni e all'alterazione dello sviluppo cerebrate. 

Pino ad ora 9 geni sono stati associati al ritardo mentale non 
specifico legato all'X (MRX) (1). Uno 6 ii gene adiacente al sito fragile 
X-E (FRAXE) in Xq28, denominato FMR2, che codifica una proteina 
nucleare che potrebbe essere un regolatore trascrizionale. Tre geni, ' 
oligofrenina-1 {OPHN1) in Xq12, PAK3 in Xq21.3-q24 e ARHGEF6 in 
Xq26, codificano per proteins coinvolte nei cicio della GTPasi Rho, che 
media I'organizzazione del citoscheletro, la forma e la motility cellulare 
e potrebbe essere responsabile della crescita assonale e della forma e 
dimensione dei dendriti. GDI1, in Xq28, b coinvolto nei cido delle 
vescicole sinaptiche e nei rilascio di neurotrasmettitori. TM4SF2 (alias 
MSX1), in Xpl 1 .4, interagisce con le integrine beta-1 e potrebbe avere 
un ruolo nei controllo della crescita neuritica. IL1RAPL1, in Xp22.1- 
Xp21.3, § omologo alle proteine accessorie del recettore 
deirinterleuchina-1. Infine, due geni gia associati a sindromi, di Coffin- 
Lowry e di Rett, sono coinvoiti anche nei MR non specifico: RPS6KA3 
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(RSK2) e MECP2, coinvoltl nellavla di segnalazione delle MAP ohinasl 
e nel silenziamento genico, nspetUvamente (15-17). FACL4 ^ « decimo 
gena mutato net rita«io mentale non speciflco legato all'X (MRX) ed il 
primo colnvolto nel melabolismo degli addi grassi. Le mutazioni in 
FACL4 potoBbbero giustificare area 1'1% del ritardo mentale non 
speciflco legato all X nei maschi. Una normale omeoslasi dei lipldi 
risulta quindi critica per il corretto sviluppo e/o funzionamento del 
sistema nervoso centrale. 
Kit Diagnostic! per la sindrome MRX 

..nnio funz '--- f" '-«todQ 6 dn>-rritto nella sezione Materiali g 

Metodi) 

- Soluzione 1 (Tampone di lisl): Tri^HCI pH 7,5 20mM; Sodlo Cloruro 
140mM; EDTA 5 mM; Magnesio Clorure ImM; Sodio Pirofosfato 

10mM. 

- NP-40 

- Leupeptina 

- Fenil Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF) 

- Coenzima A 

- Adenosina 5' trifosfato (ATP) 

- Ditiotrltolo 

- Magnesio Cloruro 

- Tris-HCIpH8100mM 

- Soluzione 2: Bicarbonato di Sodio 50mM; Triton X-100 7.5mM 

- Acido Arachidonico freddo 

- Acido Arachidonico marcato con ^*C. 
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- Soluzione 3: 2-Propanoloyn-Eptano/Acido Solforico (40:1 0: 1 ) 

- n-Eptano 

Kit per evidenziare mutazioni tra mite SSCP o seauenza diretta Til 
metodo 6 descritto nella sezione Materiali e Metodi) 

1. Per la fase di PGR: 

- Taq Polimerasi termostabile 

- Magnesio cloruro 

- Tampone specifico per la polimerasi 

- Desossinucleotidi trifosfato 

- Inneschispecifid(sequenzeapp. 12-13) 

- DNA di controllo da soggetto non affetto da Ritardo Mentale legato 
al cromosoma X 

- Agarosio per la visualizzazione dei prodotti di amplificazione. 

2. PerlaSSCP: 

- Gel in gradiente di Poliacrilammide (Pharmacia-Biotecli) per 
apparato GenePlior. 

- Reagenti per colorazione argentica: Etanolo assoluto; Addo Nitrico; 
Nitrato di Argento; Carbonato di Sodio; Formaldeide; Acido Acetico. 

3. Per la sequenza diretta: 

- Ollgonucleotidi (gli stessi utilizzati per la PGR) 

- Kit per sequenza diretta (l<it "Big dye terminator cycle sequencing" 
(Applied Biosystems). 
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RIVENDICAZIONI 

1. Acido nucleico comprendente almeno un frammento del gene 
FACL4 umano in cui detto frammento codifica per una porzione 
funzionale della proteina FACL4 per uso diagnostico di sindromi 
collegate al Ritardo Mentale. 

2. Acido nucleico comprendente almeno un frammento del gene 
FACL4 urnano in cui detto frammento codifica per una porzione 
funzionale della proteina FACL4 per uso terapeutico di sindromi 
collegate al Ritardo Mentale. 

3. Metodo per evidenziare in un soggetto almeno una mutazione nel 
gene codificante per la proteina FACL4 umana, localizzato sul 
cromosoma X, comprendente le fasi di: 

e) prelevare un campione contenente una quantita sufRciente 
di DNA da detto soggetto o in grado di essere riprodotto in 
coltura; 

f) isolare il DNA da detto campione; 

g) sottoporre detto DNA ad amplificazione esponenziale 
utilizzando come coppia di inneschi per la reazione di 
amplificazione almeno due oligonucleotidi in grado di 
amplificare almeno un frammento del gene FACL4 umano, 
in cui detto frammento codifica per una porzione funzionale 
della proteina FACL4; 

h) evidenziare in almeno un frammento amplificato eventual! 
mutazioni rispetto ad un controllo da soggetto normale. 
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4. Metodo secondo la rivendicazione 3 in cui la fase di amplificazione 
. esponenziale del DNA viene effettuata utilizzando coppie di inneschi 

per la reazlone dl amplificazione in grado di amplificare tutta la 
porzione codificante del gene FACL4 umano. 

5. Metodo secondo la rivendicazione 4 in cui la fase di amplificazione 
esponenziale del DNA per amplificare tutta la poraone codificate del 
gene FACL4 umano comprende I'uso delle seguenti coppie di 
inneschi: 

Esone 3: 5' GTGAGCACATTTAGCTTAAG 3', 

5' ATCAATTGTGCTATCAACTTG 3'; 
Esoni 3 e 4: 5' CTTCTTCAGCACAATAAGGC 3', 

5' GCATACTTAAAACGCACTCG 3'; 
Esone 5: 5' CCGCTCATAGCTTCTGTATG 3', 

5' AACAATTCTCACATGCAAGC 3'; 
Esoni 6 e 7: 5' AGACTGACTTCAATAATATCC 3', 

5' TCATTTGTTTCCCTAACCTAC 3'; 
Esone 8: 5' ATTGATAGCTTATCGTTATGC 3", 

5' AATGCTGAACATGAACTCTG 3'; 
Esone 9: 5' ATGATAAAGCTCTTGGTATTTC 3', 

5' TGCAGCATCATACGATCATG 3'; 
Esone 1 0: 5' AATTCCAAGTGTAACTTCTG 3', 

5' TAAAAGGTCCAAGTACGATC 3'; 
Esone 11: 5' ACTGTCTCCATTCCTTTCAG 3', 

5' ACCTTATGATCATGGTGGTG 3'; 
Esone 12: 5' GAGGAATCTTTCCCAGAGC 3', 
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5' ATTAGTAGCAGCTGATACAG 3'; 



Esone 13: 



5" TATTCCCAGTGCATTGGTAC 3', 



5' GAAAGTCATAAAGCTGACAG 3'; 



Esone 14: 



5' GTAATGTTCTCTCATAAAGTG 3', 



6' GAACTAATGGAACCATCAAC 3'; 



Esone 15: 



5' CAGTCAGAATTGCATATACC 3', 



5' AAGAGAAGACTATGTTACCC 3'; 



Esone 16: 



5' TTGGAATTATCTGTACTGTAC 3', 



5' AGCGTAATGCAAAAGACATC 3'; 



Esone 17: 



6' ACTCCTTTCTCGTCTCTTTC 3'. 



5' TAGAGGTTGAAAACCACCAG 3'. 

6. Metodo secondo le rivendicazioni da 3 a 5 in cui la fase di 
evidenziare in almeno un frammento amplificato eventuali mutazioni 
rispetto ad un controllo da soggetto normale awiene per sequenza ' 
diretta o per metodica SSCP. 

7. Kit diagnostico per sindromi collegate al Ritardo Mentale per attuare 
il metodo secondo le rivendicazioni da 3 a 6 comprendente: 

c) almeno una coppia di oligonucleotidi innesco per la reazione 
di amplificazione esponenziaie di almeno un frammento del 
gene FACL4 umano, in cui detto frammento codifica per una 
porzione funzionale della proteina FACL4; 

d) un DNA di controllo da soggetto non affetto da Ritardo 
Mentale legato al cromosoma X. 
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8. Kit secondo la rivendicazione 7 in cui le coppie di oligonucleotidi 
Innesco per la reazione di amplificazione sono In grado di 
amplificare tutta la regione codificante del gene FACL4. 

9. Proteina FACL4 o porzione funzionale di essa per uso diagnostico di 
sindromi collegate al Ritardo Mentale. 

1 0. Proteina FACL4 o porzione funzionale di essa per uso terapeutico di 
sindromi collegate al Ritardo Mentale. 

11. Metodo per la determinazione dell'attivitS enzimatica della proteina 
FACL4 in un campione biologico comprendente le fasi di: 

d) prelevare detto campione biologico da un soggetto, in cui il 
campione d compreso nel gruppo di: fluidi biologici, cellule 
linfoblastoidi lisate; 

e) incubare detto campione in opportuna miscela di reazione 
comprendente addo arachidonico; 

f) rivelare la produzione eventuale di arachidonil-CoA. 

12. Metodo secondo la rivendicazione 11 in cui la rivelazione di 
arachidonil-CoA avviene a mezzo di utilizzo di acido arachidonico 
marcato. 

13. Kit diagnostico per sindromi collegate al Ritardo Mentale per attuare 
il metodo secondo le rivendicazioni 1 1 o 12 comprendente: 

- Tampone di lisi, con eventualmente opportuni inibitori di proteasi e/o 
agenti riducenti; 

- Coenzima A e Adenosina 5'trifosfato (ATP); 

- Acido arachidonico freddo e acido arachidonico marcato con ^'^C. 
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